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染色体の遺伝子と導入した遺伝子の間でおこる相同組換え (Gene Targeting) は，培養細胞の特定の







遺伝子なので，この毒素耐性型EF-2 遺伝子は， natural な positi ve selection マーカーとしてすぐれ
ており，相同組換え (Gene Targeting) の良い指標となりうる。毒素耐性染色体EF-2 遺伝子は 6
kb の長さで， 13エクソンからなる O 毒素耐性の突然変異は第11 エクソンに存在し， Gly から Arg への
ミスセンス変異である。この遺伝子の第 1 エクソンを除き，また第13エクソンの下流( 3 I 側)に第 2
の positi ve selection マーカーとして neomycm 耐性の遺伝子を挿入した (L1E F -2 R -N eo R) 。この
テストプラスミドは，染色体上の EF-2 遺伝子と相同組換えした時のみ欠いている第 1 エクソンが
補われ，細胞をジフテリア毒素耐性にするo at random な染色体上への integra tion では，毒素耐性を示
さなし、。このテストプラスミド L1E F -2 R -N eo を制限酵素で、直鎖状にした後電気ノマルス法にて4.7





培養細胞 m VIVO 相同組換えの測定が可能となったので，大腸菌由来の相同組換え酵素 RecA を細胞
に注入したときの効果を調べることにした。 RecA タンパク質には核移行活性がなかったので，核内導
入するため，カルボキシル末端に SV 40 Large T抗原の核移行シグナルとして知られる Lys-Lysｭ
Lys -Arg -Lys を含む10残基のアミノ酸を遺伝子レベルで付加した (T-RecA) 0 T -RecA は SDS
PAGEにおいて修飾したアミノ酸残基分だけ大きな分子量を示し DNA依存の ATPase 活性は失わ
ず(in vitro活性) また recA 大腸菌の紫外線感受性を抵抗性へと回復した (in vivo 活性)。この活
性を保持している T-RecAタンパク質を大腸菌から精製し， HEL細胞 (human embryonic lung cell) 
にマイクロインジェクションしたところ核に移行し核内に局在することが確かめられた。
(総括)
本研究により，クローニングされていたジフテリア毒素耐性の変異をもっ genomic E F -2 遺伝子





1 X 10- 6 以下の極めて頻度の低い現象であり，検出することさえ容易ではない。このような培養細胞
における相同組換えを検出・定量化に成功した本研究は，細胞の相同組換え研究に基礎を与えるもので
あり，学位論文に値するものと考えられる O
